RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 23/08/2026.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA DE Trichomonas gallinae EM
AVES SELVAGENS NO BRASIL

Amanda Garcia Pereira

Médica Veterinaria

2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA DE Trichomonas gallinae EM
AVES SELVAGENS NO BRASIL

Amanda Garcia Pereira

Orientadora: Profa. Dra. Karin Werther

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de
Doutora em Medicina Veterinaria

2024



Pereira, Amanda Garcia
P436d Diversidade genética de Trichomonas gallinae em aves selvagens
no Brasil / Amanda Garcia Pereira. -- Jaboticabal, 2024
123 p. : tabs., fotos, mapas

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientadora: Karin Werther

1. Birds Diseases. 2. Veterinary parasitology. 3. Tricomoniase. 4.
Passeriformes. 1. Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



Impacto potencial desta pesquisa

Duas espécies de tricomonadideos sao descritas em aves: Trichomonas gallinae, a
qual tem grande importancia na clinica de aves selvagens e acomete principalmente
o trato digestorio superior (orofaringe, esdfago e inglavio) de diferentes espécies de
aves; e Tetratrichomonas gallinarum, a qual ocorre no trato digestorio inferior. Com o
avanco das técnicas moleculares, inimeros estudos vém sendo realizados para
avaliar a diversidade genética de tricomonadideos em aves. A falta de estudos
moleculares dificulta o entendimento da diversidade de gendtipos e de espécies que
circulam no pais. O ensaio de PCR foi um dos métodos utilizados para identificar a
positividade para T. gallinae em diferentes ordens de aves, e demonstrou ser a melhor
ferramenta, para o diagnostico e investigacdo epidemiologica da infeccdo por T.
gallinae. A importancia do estudo de Trichomonas assenta o fato de que a prevaléncia
(total de casos existentes em um dado momento) e incidéncia (taxa de novos casos
em um periodo especifico) desta patologia, estdo aumentando em aves silvestres. O
presente trabalho contribui para o entendimento da diversidade desse protozoério
circulando em aves de diferentes ordens no pais. Inclusive aves que fazem migracao
ressalta-se a importancia de conhecer e monitorar esse protozoario em outras aves

silvestres, evitando perdas importantes para a fauna brasileira.

Two species of trichomonads have been described in birds: Trichomonas gallinae,
which is of great importance in the clinical treatment of wild birds and mainly affects
the upper digestive tract (oropharynx, esophagus and ingulvium) of different bird
species; and Tetratrichomonas gallinarum, which occurs in the lower digestive tract.
With the advancement of molecular techniques, numerous studies have been carried
out to evaluate the genetic diversity of trichomonads in birds. The lack of molecular
studies makes it difficult to understand the diversity of genotypes and species that
circulate in the country. The PCR assay was one of the methods used to identify
positivity for T. gallinae in different orders of birds, and it proved to be the best tool for
the diagnosis and epidemiological investigation of T. gallinae infection. The importance
of studying Trichomonas is based on the fact that the prevalence (total number of
cases at a given time) and incidence (rate of new cases in a specific period) of this
pathology are increasing in wild birds. This study contributes to the understanding of
the diversity of this protozoan circulating in birds of different orders in the country. Since



many are even migratory birds, it is important to understand and monitor this protozoan

in other wild birds, avoiding significant losses to the Brazilian fauna.
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DIVERSIDADE GENETICA DE Trichomonas gallinae EM AVES SELVAGENS NO
BRASIL

RESUMO - A tricomonose aviaria causada pelo protozoario Trichomonas gallinae é
uma doenca que afeta, sobretudo, o trato digestorio superior das aves. Os principais
hospedeiros naturais deste agente sdo as aves da ordem Columbiformes,
Falconiformes e Strigiformes. As lesGes orais, obstruindo os tratos digestorios e
respiratorios superiores dificultam a alimentacdo e respiracdo e, frequentemente,
causam a morte por fome, desidratacao e asfixia/apneia. O estudo mais detalhado da
tricomonose em aves se justifica visto que a patogenicidade do agente etiolégico é
variada. O objetivo do estudo foi investigar a ocorréncia e diversidade genética de
tricomonadideos em diferentes espécies de aves selvagens no Brasil, a fim de
investigar a possivel associacdo entre gendtipo do parasito, espécie de ave e
presenca ou auséncia de lesdes caracteristicas da tricomonose aviaria. Para tal, foram
analisadas amostras biolégicas de aves de vida-livre e de cativeiro pertencentes a
grupos taxondémicos das ordens Accipritiformes, Anseriformes, Columbiformes,
Falconiformes, Gruiformes, Passeriformes, Pisciformes, Psittaciformes, Strigiformes.
Foram analisadas amostras de suabes orofaringeos de aves vivas provenientes de
cativeiro (zooldgicos, clinicas veterinarias e centros de triagem) e de vida livre, assim
como de aves mortas encaminhadas para necropsia. Das aves vivas de cativeiro
foram colhidas amostras de suabe da mucosa de orofaringe e de inglavio destinados
para cultura em meio Diamond e para ensaios moleculares para tricomonadideos a
partir de prévia extracdo de DNA. Das aves vivas capturadas no Pantanal foram
colhidas suabes de mucosa orofaringe utilizadas apenas para técnica molecular
(PCR). Os ensaios moleculares tiveram como alvos fragmentos da regido intergénica
ITS1-5.8S-ITS-2, gene Fe-hidrogenase e 18S rRNA. As sequéncias obtidas foram
submetidas a analises filogenéticas e de diversidade genotipica. Em conclusao, ITS-
1/5.8S/ITS-2 parece ser um marcador importante para triagem molecular para
Trichomonas gallinae e o Fe hidrogenase se mostrou melhor para diferenciar os
gendtipos. O ensaio de PCR foi um dos métodos utilizados para identificar as amostras
positivas em diferentes ordens de aves, e demonstrou ser a melhor ferramenta, para
o diagndstico e investigacdo epidemioldgica da infec¢do por T. gallinae. Conclui-se
gue a ordem Columbiformes é afetada pelo agente e que, de acordo com a literatura
existente, € o principal reservatério do parasito em varias cidades do estado de Sao
Paulo.

Palavras-chaves: Aves silvestres; Parasitos; Protozodrios; Diversidade genética.
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GENETIC DIVERSITY OF TRICHOMONAS GALLINAE IN WILD BIRDS IN BRAZIL

ABSTRACT - Avian trichomonosis caused by the protozoan Trichomonas gallinae is
a disease that mainly affects the upper digestive tract of birds. The main natural hosts
of this agent are birds of the orders Columbiformes, Falconiformes and Strigiformes.
Oral lesions, obstructing the digestive and upper respiratory tracts, make feeding and
breathing difficult and often cause death by starvation, dehydration and
asphyxia/apnea. A more detailed study of trichomonosis in birds is justified since the
pathogenicity of the etiological agent is varied. The objective of the study was to
investigate the occurrence and genetic diversity of trichomonads in different species of
wild birds in Brazil, in order to investigate the possible association between the
genotype of the parasite, bird species and the presence or absence of lesions
characteristic of avian trichomonosis. Biological samples from free-ranging and captive
birds belonging to taxonomic groups of the orders Accipritiformes, Anseriformes,
Columbiformes, Falconiformes,  Gruiformes, Passeriformes, Pisciformes,
Psittaciformes, and Strigiformes were analyzed. Oropharyngeal swabs were collected
from live birds from captivity (zoos, veterinary clinics, and screening centers) and from
free-ranging birds, as well as from dead birds sent for necropsy. Swab samples from
the oropharyngeal mucosa and the ingulvium were collected from live captive birds for
culture in Diamond medium and for molecular assays for trichomonads based on prior
DNA extraction. Oropharyngeal mucosa swabs were collected from live birds captured
in the Pantanal and used only for molecular techniques (PCR). The molecular assays
targeted fragments of the ITS1-5.8S-ITS-2 intergenic region, Fe-hydrogenase gene
and 18S rRNA. The sequences obtained were subjected to phylogenetic and genotypic
diversity analyses. In conclusion, ITS-1/5.8S/ITS-2 appears to be an important marker
for molecular screening for Trichomonas gallinae and Fe hydrogenase proved to be
the best marker for differentiating genotypes. The PCR assay was one of the methods
used to identify positive samples in different orders of birds, and proved to be the best
tool for the diagnosis and epidemiological investigation of T. gallinae infection. It is
concluded that the order Columbiformes is affected by the agent and that, according
to the existing literature, it is the main reservoir of the parasite in several cities of the
state of S&o Paulo.

Keywords: Wild birds; Parasites; Protozoa; Genetical diversity.
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CAPITULO 1 - Considerac6es Gerais

Introducéo

Trichomonadideos sao protozoarios flagelados pertencentes a familia
Trichomonadidae e ordem Trichomonadida. Possuem forma de péra ou redonda,
com cerca de 10 a 12,5um de comprimento, um axostilo, quatro flagelos
anteriores ou livres e uma membrana ondulatéria que se prolonga num flagelo
posterior, que permite a locomocédo dos protozoarios. A reproducdo destes
parasitos é assexuada e acontece por fissdo binaria. Sdo responsaveis por
causarem tricomonoses, afec¢gdes no trato gastrointestinal ou urogenital, em
humanos e animais de varias espécies (BRUGEROLLE & MULLER, 2000; AMIN
et al., 2014).

A Tricomonose é também conhecida como “Canker” ou “Roup” em
Columbiformes, Psitaciformes e outras aves, e “Frounce” em aves de rapina
(RUPLEY, 1997).

Trichomonas gallinae € um organismo eucariota, pertencente ao Reino
Protista, Filo Protozoa, Sub-filo Sarcomastigophora, Classe Mastigophora,
Ordem Trichomonadida, Familia Trichomonadidae e Género Trichomonas
(URQUHART et al., 1996; GASPAR DA SILVA et al., 2007). Possui distribuicdo
mundial e ja foi descrito infectando aves das ordens Accipitriformes,
Anseriformes, Columbiformes, Falconiformes, Galliformes, Gruiformes,
Passeriformes, Pscittaciformes, Strigiformes (GOMEZ-MUNOZ et al., 2022), e
Ratitas (MASSI et al., 1995). Os hospedeiros naturais de T. gallinae séo as aves,
sendo o pombo comum (Columba livia) o principal hospedeiro do protozoario
(STABLER, 1954), embora outras espécies de columbiformes também sédo
frequentemente infectadas. Trichomonas gallinae pode afetar uma ampla gama
de familias de aves, como os rapinantes (diurnos e noturnos) especialmente
aquelas espécies que se alimentam de pombos ou mesmo de carcagas de outras
aves contaminadas (KRONE et al., 2005). A infec¢cdo em aves geralmente ocorre
por via oral, sendo que a forma mais frequente de transmissao € principalmente

pelo contato direto, no qual o parasito € transmitido entre adultos por ocasido da

16



corte e acasalamento e entre adultos e filhotes durante a alimentac&o. Além
disso a ingestdo de agua e alimentos contaminados também foi identificado
como uma importante via de transmissado (KOCAN, 1970; ANDERSON et al.,
2009; McBURNEY et al., 2015).

17



CONCLUSAO
Este estudo forneceu uma visdo abrangente sobre a ocorréncia e a diversidade
genética de T. gallinae em aves silvestres do Pantanal brasileiro, destacando a
ampla distribuicéo do parasita entre diferentes ordens de aves. A alta ocorréncia
em Columbiformes, Passeriformes e Cuculiformes reforca o papel ecoldgico
dessas aves como potenciais hospedeiras e disseminadoras do parasita, com
énfase em espécies urbanas que podem atuar como vetores significativos em
ambientes antropizados. A analise genotipica revelou uma notavel diversidade

de T. gallinae, incluindo gendtipos compartilhados entre diferentes espécies de

83



aves e regifes geograficas, sugerindo um mecanismo comum de transmissao
mediado pelo consumo compartilhado de frutos e sementes. Embora nenhuma
ave tenha exibido sinais clinicos da doenca, a identificacdo molecular do parasita
em diferentes espécies destaca a necessidade de monitoramento continuo,

particularmente em &reas onde aves domésticas e silvestres interagem.
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CAPITULO 4 — Consideracdes Finais

Os resultados obtidos fornecem evidéncias de que 0 monitoramento da
ocorréncia deste protozodrio deve continuar, pois sabe-se que pode facilmente
pode causar uma possivel epidemia, levando a perdas para a natureza de
diversas ordens de aves. Os zooldgicos, centro de reabilitacdo e centros de
pesquisa de animais, devem avaliar a libertacdo de animais que sobrevivem a
infecdo por Trichomonas sp., uma vez que, estes individuos podem ser
assintomaticos durante anos, podendo contribuir, desta forma, para a disperséo

do parasito.
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